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固相萃取!反相高效液相色谱法同时测定

饲料中的角黄素和虾青素

张 , 华，, 杨 , 鑫，, 马 , 莺，, 董爱军，, 张英春

（ 哈尔滨工业大学食品科学与工程学院，黑龙江 哈尔滨 +$""’"）

摘要：建立了一种同时测定饲料中角黄素和虾青素的固相萃取 )高效液相色谱法（789:）。样品由乙腈提取，经 9:)
(7! 固相萃取小柱净化，洗脱剂为乙腈 )甲苯（ 体积比为 &. +），洗脱液被浓缩后进行 789: 分析，色谱柱为 ;<=>?@
*1&,AB. @C>):+# 柱（+$" ++ / )0 % ++，$ !+），流动相为乙腈 )甲醇（ 体 积 比 为 ’$ . $），流 速 +0 " +9 D +,-，采 用 二

极管阵列检测器检测，检测波长为 )*) -+；外 标 法 定 量。角 黄 素 和 虾 青 素 的 线 性 范 围 分 别 为 +0 " ( &"0 " +3 D 9 和

+0 " ( !"0 " +3 D 9，相关系数分别为 "0 ’’’ " 和 "0 ’’’ +，回收率为 ’"E ( +"+E，相对标准偏差为 "0 %!E ( &0 %#E，检出

限分别为 "0 #) 和 "0 %" +3 D 9。该方法简便、快速、准确，可用于饲料中角黄素和虾青素的同时测定。
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, , 角 黄 素（ 1"-54"0"-54,-）和 虾 青 素（ "B5"0"-)
54,-）是两种重要的类胡萝卜素类色素，主要用作饲

料添加剂、食物着色剂，也应用于医药等领域。角黄

素的分 子 式 为 :)" 7$! <! ，化 学 名 称 为 !，!S)胡 萝 卜

素))，)S)二酮；虾青素的分子式为 :)"7$!<) ，化学名

称为 &，&S)二 羟 基))，)S)二 酮 基)!，!S)胡 萝 卜 素。两

者具有抑制多不饱和脂肪酸的氧化、改善视力、提高

免疫力、促 进 色 素 形 成 等 重 要 的 生 物 学 功 能［+，!］。

目前常被添加到禽类及水产动物的饲料中来改善禽

蛋产品及水产品的色泽，使其具有诱人的颜色，从而

提高禽蛋 及 水 产 品 的 商 品 价 值［&］。 但 近 年 来 一 些

不法商家利 用 这 两 种 色 素 生 产“ 红 心 鸡 蛋”用 以 冒
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充“ 笨鸡蛋”，有的商家则用其饲养鱼类来冒充名贵

观赏鱼等。有报道称长期过量食用含有角黄素和虾

青素的食品对人体具有一定的副作用，可引起人体

视网膜 损 伤，这 已 引 起 了 世 界 各 国 的 重 视。#$$%
年，欧盟食品科学委员会修正了饲料中角黄素的最

大限量值：产卵母鸡用饲料为 & "# $ %#，鲑鱼科及烤

制品用 饲 料 为 ’( "# $ %#；虾 青 素 的 允 许 剂 量 为 ")
"# $ %#。并在 ’))" 年 以 立 法 的 形 式 颁 布 实 施。我

国农业部第 "#& 号公告规定：角黄素只能用于家禽

饲料的添加剂，而虾青素只能用于水产动物饲料的

添加剂。

! ! 卢红梅 等［*］综 述 了 国 内 外 在 提 取 和 测 定 食 物

中的类胡萝卜素所采用的样品前处理方法、色谱分

离条件和检测方法，指出了解食物中所含类胡萝卜

素类型、结构及其含量能够给功能食品和药学研究

提供全面的、可靠的数据，以及发展不经皂化处理直

接进行类胡萝卜素测定的 &’() 方法是类胡萝卜素

测定的趋势。目前，角黄素和虾青素的检测方法有

薄层色谱法［(］、分光光度法［(，+］、高效液相色谱!质谱

法［%，&］。王全林等［$］采用反相高效液相色谱法同时

测定咸鸭蛋黄中的角黄素和苏丹红，采用 *%& *" ,
(’) *" , *%# *" 三 段 变 波 长 检 测，获 得 了 较 好 的

分离效果和较低的检测限。但上述方法普遍存在样

品前处理复杂、分析时间长等问题。为弥补上述不

足，本文利用固相萃取法进行样品前处理，建立了固

相萃取!反相高效液相色谱法（+’,!-’!&’()）同时

测定饲料中角黄素和虾青素的方法。该法快速、准

确、重现性好，为角黄素和虾青素的安全使用提供了

科学的检测方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

! ! .#/01*2 ##)) 高 效 液 相 色 谱 仪，配 二 极 管 阵 列

检测器（3.3），+’, 萃取装置（ 美国安谱（ 上海）公

司），()!4&’ 萃取小柱（’() "#，" "(）。实验所用

试剂均 为 色 谱 纯，乙 腈、正 丙 醇、正 己 烷（ 天 津 科 密

欧），甲 醇（356. 7189*:0:#; 54)< ）；!，!!二 甲 基

甲酰 胺、无 水 硫 酸 钠、角 黄 素 标 准 品（ 纯 度 不 低 于

$)=，德 国 3>< ,9>1*?2:>@1> 公 司 ）；虾 青 素 标 准 品

（ 纯度不低于 $’=，美国 +/#"A 公司）。

! ! 样品：由哈尔滨市饲料兽药监察所提供。

! ! #" 标准溶液的配制

! ! 准确 称 取 角 黄 素 和 虾 青 素 标 准 品 各 #)- ) "#
（ 按实际含 量 折 算），用 !，!!二 甲 基 甲 酰 胺 溶 液 定

容至 #)) "( 棕 色 容 量 瓶 中，得 到 质 量 浓 度 为 #))
"# $ ( 的角黄素和虾青素混合标准储备液。将标准

贮备液 用 甲 醇 逐 级 稀 释，配 制 成 质 量 浓 度 分 别 为

#- )，’- )，(- )，#)- )，’)- )，")- ) 和 *)- ) "# $ ( 的 标

准工作溶液，于 , * B下存放（ 保质期 # 个月）。

! ! $" 样品制备

! ! $ ! !" 样品的提取

! ! 准确称取 #)- ) #（ 精 确 至 )- )# #）混 匀 的 试 样

置于 () "( 具塞 离 心 管 中，加 入 ’) "( 乙 腈，漩 涡

振荡 # "/* 后 于 " ))) > $ "/* 速 率 下 离 心 ( "/*。

将离心管中 的 乙 腈 层 移 出 后，再 加 入 ’) "( 乙 腈，

重复上述操作。合并 ’ 次得到的乙腈层，在 *) B以

下浓缩至 ’- ) "(。

! ! $ ! #" 提取液的净化及浓缩

! ! 用 * "( 的乙腈!甲苯（ 体积比为 ". #）混合溶剂

活化 ()!4&’ 固 相 萃 取 小 柱，然 后 用 胶 头 滴 管 将

’ "( 提取液转移至 +’, 小 柱 中，用 #) "( 上 述 乙

腈!甲苯混合溶液洗脱，利用真空泵调整流速，使洗

脱液以约 ( "( $ "/* 的流速过柱，收集洗脱液，并在

*) B以下浓缩至 ’- ) "(。将其转移至 #) "( 容量

瓶中，用甲醇定容，经 )- *( !" 微孔有机滤膜过滤，

滤液供高效液相色谱测定。

! ! %" 色谱条件

! ! 色 谱 柱：.#/01*2 CD-E.F ,80/G?1 F3E!)#&
（#() "" / *- + ""，( !"）；柱 温：’( B；检 测 波

长：*%* *"；流动相：乙腈!甲醇（ 体积比为 $(. (）；流

速：#- ) "( $ "/*；进样体积：#) !(；外标法定量。

#" 结果与讨论

# ! !" 实验条件的选择

# ! ! ! !" 提取溶剂的选择

! ! 一般常用丙酮、二氯甲烷和乙腈等作为提取溶

剂。丙酮虽无毒，但一同提取出来的杂质较多，而且

丙酮的挥发性较大，在操作中很容易挥发，在定容时

容易造成误差。二氯甲烷的毒性与乙腈相当，但二

氯甲烷沸点低，对实验人员和环境污染较大。在选

择提取剂的试验中，分别用乙腈、丙酮、正己烷进行

试验，其中丙酮、正己烷提取出的杂质较多，导致净

化困难；乙腈的极性大，穿透力强，但乙腈在浓缩时

要求的温度较高。实验表明乙腈的提取效果好，因

此本实验选用乙腈作为提取溶剂。

# ! ! ! #" 净化条件的选择

! ! 角黄素和虾青素是弱极性化合物，在选择净化

条件的过程中，最初选取活性炭小柱和 ,4H5!#&（ 十

八烷基甲硅烷基化硅胶）小柱进行净化。采用活性

炭小柱进行净化时，由于角黄素和虾青素是色素类

物质，活性炭小柱对其有很强的吸附作用，造成样品

的回收率非常低，仅为 #)= 0 ’)=；采用 ,4H5!#& 小

·"$"·
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柱进行净化时，由于这两种色素为弱极性物质，!"#
$%##$ 小柱对其具有较强的吸附作用，造成样品回收

率偏低，仅为 %&& ’ ()&。采用 ’(#")! 小柱进行净

化时，样品中的杂质和油脂等大分子物质被吸附，从

而使样品得到 很 好 的 净 化，回 收 率 较 高，达 到 *&&
以上。因此本实验最终选择用 ’(#")! 小柱对样品

进行净化。

! ! " ! #$ 流动相的选择

+ + 分离类胡萝卜素类物质所用的流动相多是极性

相对较强的溶剂，因此，本实验选取乙腈#甲醇作为

流动 相。结 果 表 明，当 用 乙 腈#甲 醇（ 体 积 比 为 *) ,
)）作流动相进行洗脱时，角黄素和虾青素的分离效

果较好，达到基线分离，且出峰时间较快。因此，选

择乙腈#甲醇（ 体积比为 *), )）作流动相。

! ! !$ 线性关系与检出限

+ + 配制系列浓度的混合标准溶液进行测定，以峰

面积 !（*+,）为 纵 坐 标、以 质 量 浓 度 "（*- . ’）为

横坐标绘制标准曲线，以 % 倍信噪比（ # $ %）测得各

组分的检出限。角黄素在 # / & ’ %& / & *- . ’ 范围内

的线性方程为 ! - ." / !!" / ". / ")（ & - & / ***&）（’
- "），检 出 限 为 & / $( *- . ’；虾 青 素 在 # / & ’ !& / &
*- . ’ 范围内的线 性 方 程 为 ! - ") / ))" / (& / *$（ &
- & / ***#）（’ - )），检出限为 & / "& *- . ’。

! ! #$ 方法的稳定性

+ + 将棕色样品瓶内的 #&0 & !- . *’ 角黄素标准溶

液置于室温下存放，每隔 ! 0 取 #& !’ 进 样 测 定 一

次，其峰面积和浓度的相对标准偏差（123）（’ - "）

均为 &0 "(&，表明该样品的稳定 性 比 较 好。同 法 测

定质量浓度为 !&0 & !- . *’ 的虾青素标 准 溶 液，其

峰面积和浓度的 123 为 #0 $.& 和 #0 $)&，表明虾青

素的稳定性也比较好。

! ! %$ 回收率

+ + 准确称取样品 #&0 & -，分别加入一定量的混合

标准溶液，依法提取测定，结果如表 # 所示。

表 "$ 虾青素和角黄素的回收率（! & ’）

被测物
本底值 .
!-

添加值 .
!-

测定值（ 平均值 1 23）.
!-

回收率 .
&

123 .
&

虾青素 !) / & %$ / & "! / !. 1 # / %% *$ / && % / "$
!% / ( $! / . #&& / "% 1 & / ". *% / ". & / "!
!( / * #!( / # #(! / %. 1 ! / ") *( / %% ! / !#

角黄素 (# / % (& / . .$ / )& 1 & / )" *# / %% # / ".
%$ / & $( / ! ##" / &% 1 # / )# *! / ". # / ")
(& / % #!" / % #)$ / %& 1 # / "& *% / %% # / "(

! ! ’$ 样品测定

+ + 按“# / %”节 方 法 于 日 间 重 复 处 理 同 一 样 品 %
次，用 外 标 法 定 量，样 品 中 角 黄 素 的 含 量 为 .0 *$
*- . 4-（ 123 为 %0 .(& ），虾 青 素 的 含 量 为 (0 $$
*- . 4-（123 为 (0 !(&）。色谱图见图 #。

图 "$ （"）虾青素、角黄素标准品和（#）加标样品的色谱图
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